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os capacitados, capacita os 
escolhidos.  Fazer ou não fazer algo só 
depende de nossa vontade e 
perseverança”. Albert Eistein. 
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RESUMO 
O câncer corresponde a um grupo de várias doenças que têm em comum a 
proliferação descontrolada de células anormais e que pode ocorrer em qualquer 
local do organismo. A taxa de mortalidade associada ao câncer vem crescendo nos 
últimos anos em função do envelhecimento populacional, do processo de 
industrialização e das mudanças de hábitos de vida. Atualmente o câncer é 
considerado um problema de saúde pública e esforços vem sendo realizados para a 
prevenção e cura de pacientes acometidos pelas diversas formas da doença. As 
neoplasias mais freqüentes na infância são as leucemias, tumores do sistema 
nervoso central e linfomas, enquanto nos adultos os cânceres de maior incidência 
são os de próstata, mama e pulmão. No entanto, a incidência do câncer de pele vem 
crescendo mundialmente nas últimas décadas, superando em algumas partes do 
mundo o câncer de mama, próstata e pulmão, tornando-se um grave problema de 
saúde pública, uma vez que interfere na qualidade de vida da população.  As 
terapias empregadas para o tratamento do câncer são a radioterapia, a 
quimioterapia, a imunoterapia, a hormonioterapia e a cirurgia, sendo a quimioterapia 
a modalidade mais utilizada. Todavia, os fármacos quimioterápicos são pouco 
seletivos, sendo tóxicos aos tecidos sadios, principalmente àqueles de rápida 
proliferação celular. Nos últimos anos a pesquisa de novos fármacos para o 
tratamento do câncer tem sido intensificada, principalmente no estudo de compostos 
de ocorrência natural. O ácido gálico e seus derivados são ácidos fenólicos de 
ocorrência natural que apresentam uma grande variedade de ações biológicas. 
Estudos epidemiológicos indicam que compostos fenólicos encontrados na dieta 
reduzem muito os riscos de incidência de doenças como a aterosclerose, as 
neurodegenerativas, câncer entre outras. Alterações químicas em moléculas como o 
ácido gálico podem modificar as propriedades farmacodinâmicas, alterando a 
solubilidade e o coeficiente de partição, consequentemente suas propriedades 
biológicas. Neste estudo investigamos o potencial antitumoral de derivados ésteres 
do ácido gálico, moléculas de 0 a 16 carbonos na cadeia lateral. Esta alteração na 
cadeia carbônica altera a lipossolubilidade do ácido gálico e de seus n-alquil-esteres 
bem como os respectivos mecanismos de ação, como foi observado no efeito 
citotóxico e na depleção de glutationa em células de melanoma (B16-F10) e de 
leucemia (L1210). Todos os compostos induziram citotoxicidade dependente de 
concentração. A maior citotoxicidade foi observada com os galatos mais lipofílicos. 
Os valores de IC50 obtidos estão na faixa de micromolar. Todos os compostos 
causaram fragmentação do DNA após 24 h de incubação. Os resultados sugerem 
que os n-alquil-ésteres do ácido gálico são capazes de promover morte celular por 
apoptose e que este fenômeno é dependente do tamanho da cadeia carbônica. Os 
compostos mais lipofílicos também depletaram os níveis de glutationa intracelular e 
causaram um potente estresse oxidativo, além de promoverem a ativação do fator 
NF-kB e inibirem a expressão de moléculas de adesão. Foi observado que o decil e 
o tetradecil galatos são mais potentes e que o tetradecil apresenta importante 
atividade antimetastática e baixa toxicidade em estudos in vivo. Através da análise 
dos resultados obtidos pode-se inferir que os derivados do ácido gálico aqui 
estudados podem vir a ser uma importante estratégia terapêutica no tratamento 
tanto de leucemias quanto de melanomas. 
Palavras-chave: ácido gálico, galatos, leucemia, melanoma, efeito antitumoral  
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ABSTRACT 
Cancer is a group of several diseases that have in common the uncontrolled 
proliferation of abnormal cells and can occur anywhere in the body. The mortality rate 
associated with cancer has been growing in recent years in light of population aging, 
the process of industrialization and the changes in living habits. Currently, cancer is 
considered a public health problem and efforts are being made for prevention and 
cure of the patients undergo by various forms of the disease. The most frequent 
childhood cancers are leukemias, central nervous system tumors and lymphomas, 
while in adults the incidence of cancers are those of prostate, breast and lung. 
However, the incidence of skin cancer is increasing worldwide in recent decades, 
surpassing in some parts of the world breast cancer, prostate and lung, interferering 
with the life quality of the population. The therapies used to treat cancer are 
radiotherapy, chemotherapy, immunotherapy, hormone therapy and surgery, being 
the chemotherapy the modality most used. However, the chemotherapeutic drugs are 
poorly selective and are toxic to healthy tissues, especially those of rapid cell 
proliferation. In recent years the research on new drugs for cancer treatment has 
been intensified, especially in the study of natural occurring compounds. The gallic 
acid and its derivatives are phenolic acids, found very commonly in plants with a 
variety of biological actions. Epidemiological studies indicate that phenolic 
compounds found in diet greatly reduce the risk of incidence of diseases such as 
atherosclerosis, the neurodegeneratives, cancer among others. Chemical changes in 
molecules such as gallic acid may alter the pharmacodynamic properties, changing 
the solubility and partition coefficient, therefore its biological properties. In this study  
ester derivatives of gallic acid, molecules from 0 to 16 carbons in the side chain as  
potential antitumoral molecules were investigated. This alteration in the molecules 
changes their solubility and also their mechanisms of action, as observed in the 
cytotoxic effect and the depletion of glutathione in melanoma cells (B16-F10) and 
leukemia (L1210). Although all compounds induced concentration-dependent 
cytotoxicity, the highest cytotoxicities were observed with more lipophilic gallates. 
The IC50 values obtained are in the micromolar range. All compounds caused DNA 
fragmentation after 24 h of incubation. The results suggest that n-alkyl esters of gallic 
acid are able to promote cell death by apoptosis and that this phenomenon is 
dependent on the size of the carbon chain. The more lipophilic compounds also 
depleted the levels of intracellular glutathione and caused a potent oxidative stress. 
Additionally the compounds promoted the activation of NF-kB factor and inhibited the 
expression of adhesion molecules. We observed that decil and tetradecyl gallates 
were more potent ones and that tetradecyl showed important antimetastatic activity 
and low toxicity in vivo studies. Through the analysis of the results we can sugest 
that the gallic acid derivatives studied here may be in a future an important 
therapeutic strategy in the treatment of leukemia and melanomas. 
 
Key-words: gallic acid, gallates, leukemia, melanoma, antitumoral effect. 
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1. INTRODUÇÃO 
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1.1 DOENÇAS TUMORAIS 
1.1.1 Aspectos Gerais 
 
O Câncer é uma das doenças que mais causam temor na sociedade, por 
ter se tornado um estigma de mortalidade e dor. Na verdade, a palavra câncer é o 
termo comum para todos os tumores malignos. Apesar da origem desta palavra ser 
relativamente incerta, provavelmente deriva do termo câncer, que em latim, significa 
carangueijo. Presumivelmente a origem da palavra câncer para a doença deve a 
ramificação, que se assemelha a morfologia do carangueijo (GRAY-SCHOPFER et 
al., 2007).  
Câncer é definido como uma enfermidade multicausal crônica, 
caracterizada pelo crescimento descontrolado das células. A prevenção do câncer 
tem tomado uma dimensão importante no campo da ciência, uma vez que 
recentemente foi apontada como a primeira causa de mortalidade no mundo (WHO, 
2004). 
As causas primárias do câncer são variadas e ainda não estão muito bem 
esclarecidas, no entanto é sabido que as neoplasias originam-se a partir de 
mutações genéticas espontâneas ou induzidas por agentes patogênicos, as quais 
promovem alterações no ciclo celular e, como conseqüência, elevação na taxa de 
proliferação e desregulação no processo de morte celular programada. Em geral, a 
formação do câncer dá-se lentamente e é o ponto final de um processo que passa 
por várias etapas antes de formar a massa tumoral. Estas fases compreendem de: 
1) fase de iniciação, quando as células sofrem o efeito do agente carcinogênico, que 
promove alterações em alguns genes, sem detecção clínica do tumor;  
2) fase de promoção, em que a célula transformada é modificada em célula maligna, 
lenta e gradualmente;  
3) fase de progressão, caracterizada pela multiplicação descontrolada e 
irreversibilidade do processo. Uma vez nesta fase, o câncer já encontra-se instalado 
e evolui até o aparecimento das primeiras manifestações clínicas da doença 
(ALMEIDA et al., 2005). 
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Segundo dados da Organização Mundial de Saúde (OMS), a cada ano o 
câncer é diagnosticado em mais de onze milhões de pessoas e promove a morte de 
cerca de sete milhões em todo o mundo. Nos países desenvolvidos, atualmente e 
em média, cerca de uma pessoa em cinco morre de câncer. Esta proporção nos 
países em desenvolvimento é de uma morte para cada 15 indivíduos, isto se deve a 
estrutura etária mais jovem destes países (WHO, 2004). Em alguns países o câncer 
já assumiu o papel de princpal causa de morte. O Brasil deverá seguir esta 
tendência, no entanto as escassas estatísticas disponíveis não permitem visualizar 
adequadamente a dimensão e o perfil de distribuição do câncer na população 
brasileira (WÜNSCH FILHO & MONCAU, 2002). 
Em 1995, foram registrados no Brasil 98.795 mortes por câncer, sendo 
que as taxas de mortalidade por todos os tipos da doença são maiores na região Sul 
e Sudeste (WÜNSCH FILHO & MONCAU, 2002). 
Com base em informações da Internacional Agency for Research on 
Cancer, estima-se que em 2030 o número de mortes por câncer no mundo será de 
15 milhões de pessoas (PARKIN, 2002). Os tipos mais comuns de câncer no sexo 
masculino são os de pulmão, estômago, cólon e reto, próstata, boca e faringe, 
fígado e bexiga.  As mulheres são mais atingidas pelos cânceres de mama, colo de 
útero, cólon e reto, estômago, pulmão, boca e faringe, ovário e endométrio (PARKIN, 
2002). 
Nos países em desenvolvimento as taxas de mortalidade por câncer nos 
anos de 1985 e 1997 foram menores do que nos países desenvolvidos, no entanto 
existe uma expectativa de aumentar, de 5,4 milhões em 2000, para 9,3 milhões em 
2020, de acordo com projeções populacionais (PARKIN, 2002). 
Apesar da prevalência dos cânceres de próstata e pulmão no sexo 
masculino e de mama e colo de útero no sexo feminino, outros tipos de cânceres 
vêm adquirindo grande importância médica. Dentre estes se destaca as leucemias 
agudas e melanoma. Isto se deve ao aumento da incidência nas últimas décadas e 
principalmente pelo mau prognóstico, o qual está relacionado diretamente com as 
dificuldades e deficiências das terapias atuais. 
De acordo com o estudo realizado por Wünsch Filho e Moncau (2002), as 
mortes por melanoma no Brasil tiveram uma variação porcentual positiva entre 1980 
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e 1995 tanto em homens com 25% de aumento, quanto em mulheres com 33% de 
aumento. A leucemia, no entanto, mostrou uma variação porcentual negativa tanto 
em homens quanto em mulheres nos anos de 1980 e 1995. 
 
1.1.2 Leucemia Linfóide Aguda (LLA) 
No Brasil, assim como em outros países, a Leucemia representa 
numericamente cerca de 2% de todos os tipos de câncer, sendo uma das poucas 
neoplasias que atinge não só adultos e idosos como também menores de 14 anos. A 
Leucemia Linfóide Aguda, por exemplo, é o câncer de maior incidência em crianças, 
principalmente na faixa de 3 a 5 anos (LAKS et al., 2003). 
Nas leucemias agudas há o predomínio de progenitores da linhagem linfóide 
ou mielóide, que recebem a denominação de blastos leucêmicos, os quais estão em 
quantidades superiores a 25% no sangue periférico na maioria das vezes. A figura 1 
apresenta uma foto mostrando a presença de blastos leucêmicos em uma amostra 
de sangue periférico. Esses blastos são incapazes de se diferenciar em células 
maduras, devido a um bloqueio de maturação, o que consiste no marco 
fisiopatológico das leucemias agudas (WANG, 2000; BENE et al., 2001). Em geral, 
os pacientes com leucemias agudas têm pior prognóstico e, se não forem tratados 
adequadamente, podem vir a óbito em dias ou semanas (PEJOVIC, 2002; BAIN, 
2003). 
 
Figura 1. Presença de blastos leucêmicos no sangue periférico. 
Fonte: Disponível em <http://www.jornallivre.com.br/156418/o-que-e-leucemia-linfoide-aguda.html> 
Acesso em 16 de julho de 2009. 
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A LLA é uma doença heterogênea, que varia de acordo com a linhagem 
celular dos linfoblastos leucêmicos, com os diferentes graus de diferenciação e com 
as alterações genéticas moleculares, representando mais de 90% das 
anormalidades cromossômicas encontradas (LOPES, 2000).  
A LLA ocorre em adultos e crianças, sendo responsável por cerca de 80% 
dos casos de leucemia aguda na infância (LAKS et al., 2003) e 50% de todas as 
malignidades hematopoiéticas (DOWNING & SHANNON, 2002). Segundo a revisão 
realizada por Plasschaert e colaboradores (2004), a incidência no mundo em 
crianças de até cinco anos é de 5,7 por 100.000 pessoas por ano, e em adultos é de 
0,4 por 100.000 pessoas aos 40 anos, aumentando para 0,8 acima dos 75 anos de 
idade. Em adultos a LLA é uma leucemia relativamente rara, contabilizando 2% a 3 
% das malignidades hematopoiéticas (DOWNING & SHANNON, 2002). 
O prognóstico, em crianças, é o mais favorável de todos os cânceres, com 
mais de 95% de remissão completa e taxas de sobrevida, sem a doença, de 63% a 
83% (SCHRAPPE et al., 2000). Pui & Evans (1998), citam que a taxa de cura na 
infância, com quimioterapia intensiva, é de 70% a 80%. Adultos com LLA 
apresentam prognóstico pior, com remissão completa de 75% a 89% e taxa de 
sobrevida em longo prazo, sem a doença, de 28% a 39% (GOKBUGET & 
HOELZER, 2002). Os progressos no tratamento de pacientes com LLA levaram a 
melhora das taxas de sobrevida, sendo as crianças as mais beneficiadas. A taxa de 
cura nos adultos, com quimioterapia, é de apenas 25% a 40%, por causa do alto 
risco de reincidência (POPAT et al., 2003). 
Em geral, os protocolos de tratamento são comparáveis entre si. Iniciam 
com terapia de indução, usando múltiplos quimioterápicos, seguido das fases de 
consolidação e manutenção. Os quimioterápicos utilizados incluem vincristina, 
dexametasona, daunorrubicina, doxorrubicina, metotrexato e mercaptopurina. A 
profilaxia do sistema nervoso central é necessária para aumentar as taxas de 
sobrevida e evitar infiltração no cérebro (PLASSCHAERT et al., 2004).  
Para crianças, o tratamento profilático consiste em metotrexato intratecal 
para os casos de baixo risco, com adicional metotrexato intravenoso para os grupos 
de alto risco (PUI & EVANS, 1998). Em adultos, há poucas terapias direcionadas à 
profilaxia do SNC, e a prioridade é obter uma remissão completa e duradoura da 
medula óssea, além da prevenção da infiltração no SNC. Os resultados mais 
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favoráveis são obtidos com altas doses de quimioterapia, combinada com terapia 
intratecal e irradiação do SNC. A maioria dos regimes de tratamento em adultos para 
LLA já inclui altas doses de quimioterapia para reduzir os riscos de reincidência 
(BENNETT  et al., 1981). 
Um dos protocolos de maior notoriedade internacional é o desenvolvido 
pelo grupo alemão Berlim-Frankfurt-Munique (BFM), (VIANA et al., 1994; 
SACKMANN-MURIEL et al., 1999). Esse protocolo utiliza a estratificação dos 
pacientes conforme os grupos de risco para ocorrência de reincidência. Os 
pacientes com maior risco são tratados com quimioterapia intensiva.  
O tratamento inclui quatro fases: indução de remissão, consolidação, 
manutenção e profilaxia do SNC. O principal objetivo do tratamento é induzir a 
remissão completa, ou seja, atingir menos de 5% de blastos na medula óssea e 
restaurar a hematopoiese normal. Logo após, é iniciada a fase de consolidação, cujo 
objetivo é reduzir a doença residual mínima (presença de células leucêmicas na 
medula óssea indetectáveis à microscopia ótica, entretanto detectáveis por 
citometria de fluxo) e ajustar a intensidade do tratamento, conforme a estratificação 
do risco de reincidência (LAKS et al., 2003).  
O protocolo BFM utiliza a chamada terapia de reindução durante a fase 
de consolidação, que consiste na utilização dos mesmos fármacos administrados 
durante a fase de indução. Posteriormente é realizada a terapia de manutenção, 
cujo objetivo é a erradicação de células leucêmicas residuais. Nesta fase, a 
quimioterapia é menos intensiva. A profilaxia do SNC é iniciada durante a fase de 
indução, e inclui radioterapia e quimioterapia (LAKS et al., 2003). 
A maioria das crianças e alguns adultos com LLA podem ser curados com 
quimioterapia intensiva. Para aqueles pacientes que sofrem recaídas ou não 
conseguem remissão completa, o transplante de células-tronco hematopoiéticas 
oferece melhores possibilidades de controle da doença, em longo prazo. O risco da 
relação transplante/mortalidade precisa ser balanceado com o potencial de cura 
apenas pela quimioterapia convencional. O transplante de células-tronco, após a 
terapia de indução, é recomendável em pacientes que têm um alto risco de recaída 
após a quimioterapia (POPAT et al., 2003). 
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1.1.3 Melanoma 
 
O câncer de pele atualmente é a forma mais comum e de fácil prevenção, 
no entanto, a incidência está atingindo proporções epidêmicas, representando hoje 
cerca de um terço de todas as formas de câncer diagnosticadas.  É dividido em não 
melanoma (carcinoma basocelular ou carcinoma epidermóide) e melanoma.  
O carcinoma basocelular se origina da epiderme e dos apêndices 
cutâneos localizados acima da camada basal, como pêlos (Figura 2 – A). Já o 
carcinoma epidermóide tem origem no queratinócito da epiderme, mas também pode 
surgir no epitélio escamoso das mucosas (Figura 2 – B). O carcinoma basocelular é 
diagnosticado através de uma lesão com evolução lenta, ao passo que o carcinoma 
epidermóide surge por meio de uma ferida, que evolui rapidamente, e vem 
acompanhada de secreção e de prurido. Neste, a maior gravidade está relacionada 
à ocorrência de metástases, embora raramente sejam letais. Nesses casos, a 
cirurgia é o tratamento mais indicado. O tratamento cirúrgico geralmente é curativo, 
apesar de ser muito dolorido e, às vezes, até desfigurante. Porém, dependendo da 
extensão, o carcinoma basocelular pode ser tratado também através de 
medicamento tópico ou radioterapia (WHO, 2007). 
   
Figura 2. A - Carcinoma basocelular e B – Carcinoma epidermóide.  
Fonte: WHO - World Health Organization. Disponível em: http//www.who.int/uv/ 
health/uv_health2/en/index1.html. Acesso em 18 de novembro de 2007. 
 
 
 
A B 
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Atualmente o câncer de pele não melanoma é o que apresenta maior 
incidência no país, correspondendo a aproximadamente 1 em cada 5 novos casos 
de câncer. Entretanto, por apresentar altos índices de cura, este tipo de câncer tem 
uma das mais baixas taxas de mortalidade. O câncer de pele não melanoma pode 
causar uma destruição do tecido local e deformação se não for tratado, também 
pode carrear um risco de metástase, entretanto está associado a uma menor 
morbidade e mortalidade quando comparado a outros tumores malignos 
(CHAKRABARTY, 2004). 
O melanoma (Figura 3) é um câncer relativamente raro que ocorre 
principalmente em pessoas jovens. No entanto, nos últimos 30 anos observou-se 
aumento da incidência e da mortalidade em várias regiões do mundo (BOYLE et al., 
1995). Estudos apontam um aumento de 2,4% e 1,8% na incidência mundial de 
melanoma em homens e mulheres respectivamente entre os anos de 1992 e 2001 
(FROM et al., 2007). Alguns estudos revelaram correlação inversa entre as taxas de 
incidência de melanoma e latitude (BULLIARD et al., 1994). Porém este padrão de 
aumento da incidência entre populações mais próximas ao Equador não é 
consistente. A análise das taxas de mortalidade mostrou correlação positiva com a 
latitude, sugerindo que outros fatores, tais como pigmento da pele, possam ser mais 
importantes do que o gradiente de latitude na ocorrência do melanoma (WÜNSCH 
FILHO & MONCAU, 2002). As regiões Sul e Sudeste do Brasil, embora com menor 
exposição aos raios solares, têm maiores proporções de descendentes europeus e, 
consequentemente, estas parcelas da população estão menos protegidas. No Norte 
e Nordeste do Brasil, embora a exposição às radiações solares seja mais intensa, a 
população como um todo está mais protegida dos raios solares, pois conta com 
maiores proporções de descendentes indígenas e africanos (WÜNSCH FILHO & 
MONCAU, 2002).  
A principal causa de morte de pessoas acometidas por doenças de pele 
está intimamente relacionada ao melanoma, que é uma neoplasia maligna (Figura 
3). No mundo inteiro a incidência do melanoma vem aumentando de 3% a 7% 
anualmente (LENS & DAWES, 2004; LUI et al., 2007). Em estágio avançado é letal, 
pois atualmente há poucos tratamentos eficazes que resultem em melhora efetiva do 
paciente vítima dessa moléstia. 
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Figura 3. Melanoma maligno. 
Fonte: WHO - World Health Organization. Disponível em: http//www.who.int/uv/ 
health/uv_health2/en/index1.html. Acesso em 18 de novembro de 2007. 
 
Não só a incidência como também a morbidade e mortalidade do 
melanoma vêm aumentando. A metástase ocorre em certos órgãos mais do que em 
outros dependendo da origem do tumor primário. Os sítios mais freqüentes de 
disseminação metastática do melanoma são a pele, o subcutâneo e os linfonodos 
(42-59%). Em segundo lugar como principal víscera acometida está o pulmão (18-
36%) (MEYERS & BALCH, 1998). Sua forma metastática é, na maioria das vezes, 
incurável, com taxas de sobrevida em 5 anos menores que 5% e de sobrevida 
mediana em torno de 4 meses (LEE et al., 2000; JEMAL et al., 2004). 
O fator de risco mais importante para o desenvolvimento do melanoma é 
o número de nevos melanocíticos na pele, enquanto que o segundo fator de risco 
mais importante é a presença de nevos melanocíticos atípicos. Alguns aspectos 
destas lesões, como: bordas não-definidas, bordas irregulares, lesão com coloração 
variada, diâmetro igual ou superior a 5 mm e a presença do componente macular 
aumentam o risco de desenvolvimento do melanoma (WAGNER et al., 2000).  
Os nevos melanocíticos desenvolvem-se principalmente durante a 
infância e a adolescência, sendo que a quantidade desses nevos aumenta com o 
avanço da idade. O desenvolvimento dos nevos melanocíticos, na infância, deve-se 
principalmente à exposição solar, o tipo de pele e a reação após a exposição solar 
além da herança genética (GARBE & EIGENTLER, 2007). 
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Um significativo progresso no diagnóstico precoce do melanoma cutâneo 
ocorreu com o desenvolvimento da dermoscopia, ou seja, a microscopia de 
superfície. É um método utilizado para auxiliar o exame de lesões de pele a olho nu, 
que aumenta a sensibilidade e a especificidade do diagnóstico clínico do melanoma 
cutâneo, de 60% para mais de 90%. Não necessita de biópsia para confirmação, 
apesar de que o exame histopatológico do tumor primário é o procedimento inicial 
mais utilizado para estimar a existência de doença metastática, mesmo não havendo 
atualmente marcador molecular que possa prever com precisão o potencial 
metastático para o melanoma. O auto-exame periódico da pele e a detecção da 
doença na fase inicial otimizam o prognóstico e reduzem significativamente a 
mortalidade por melanoma cutâneo (RHODES, 2006). 
A metástase é a principal causa de mortalidade por melanoma. Metástase 
é a migração de células cancerosas para um local ou parte do corpo distante do 
tumor primário. A formação da metástase é um processo complexo: células tumorais 
destacam-se do tumor primário, invadem o tecido circunjacente e as membranas 
basais, intravasam para circulação linfática ou sanguínea, e, finalmente, aderem e 
extravasam para órgãos distantes (HOLZMANN et al., 1998).  
A cura do melanoma está diretamente relacionada ao diagnóstico e ao 
tratamento no início do seu desenvolvimento. Estudos sobre a biologia molecular do 
melanoma buscam a identificação de marcadores moleculares importantes na 
previsão do diagnóstico e na melhoria do prognóstico dos indivíduos com essa 
doença (WALDMANN et al., 1999; PROJETO DIRETRIZES, 2002).  
As opções terapêuticas atuais incluem a excisão cirúrgica, terapia 
fotodinâmica, quimioterapia, imunoterapia e a associação das duas 
(bioquimioterapia) e a radioterapia, sem apresentar grande impacto na sobrevida 
global, além disso, a cirurgia raramente tem potencial curativo e a radioterapia é 
apenas paliativa. Apenas 10% a 20% dos pacientes em tratamento com 
quimioterapia têm resposta satisfatória em geral de curta duração (EWEND et 
al.,1996; SOMASUNDAR et al., 2005). 
A terapia fotodinâmica utiliza a interação de um agente 
fotossensibilizador, como porfirinas ou ftalocianinas, luz com comprimento de onda 
adequado e oxigênio molecular, levando a produção de agentes letais que inativam 
as células tumorais. Um desses agentes é o oxigênio singlete (1O2), responsável 
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pela atividade fotobiologica (BONNETT, 1995; KOLAROVA et al., 2007). A terapia 
fotodinâmica atua em carcinomas de pele e outros tipos de câncer, porém em 
melanoma metastático sua ação é pouco efetiva. Neste último caso a quimioterapia, 
bioquimioterapia, radioterapia, adjuvantes imunes, vacinas, citocinas e combinações 
imuno-estimulantes especificas também sao usados, mas a resposta desses 
tratamentos ainda é insatisfatória (TARHINI & AGARWALA, 2005; KASPER et al., 
2007). Novas estratégias terapeuticas baseadas no ambito molecular estão sendo 
desenvolvidas, utilizando fármacos anti-angiogenicos e imunomoduladores, terapia 
antisenso Bcl-2, moduladores de proteinas de choque térmico, inibição citotóxica do 
linfócito T associado à proteina 4 (CTLA-4), anticorpos monoclonais (MABs), inibição 
da poly(ADP-ribose) polimerase (PARP) e inibidores de proteassoma (RIVOLTINI et 
al., 2003; PIRO, 2004; RIBAS et al., 2005; TENTORI et al., 2005, MARKOVIC, 
2005). 
Atualmente não há agente terapêutico conhecido no mercado que 
proporcione um prolongamento da vida dos pacientes com melanoma metastático. 
Os protocolos de tratamento quimioterápico no melanoma metastático incluem 
dacarbazina, temozolomida, nitrosuréias (carmustina, lomustina, fotemustina), 
análogos da platina (cisplatina, carboplatina), as vincas (vimblastina, vincristina, 
vindesina e vinorelbina) e os taxanos (paclitaxel e docetaxel) (EWEND et al., 1996).  
A dacarbazina é considerada o agente mais ativo e melhor estudado em 
monoterapia, com respostas que variam entre 7% a 20% (SERRONE et al., 2000; 
AVRIL et al., 2004). A temozolomida, um análogo da dacarbazina, é convertido ao 
metabólito ativo (5-(3pmethiltriazen-1-il) imidazole-4-carboxamida), que facilita o 
efeito do quimioterápico no SNC (AGARWALA et al., 1998; MIDDLENTON et al., 
2000). 
Recentemente, a combinação de temozolomida com talidomida mostrou 
respostas encorajadoras, tanto no SNC como sistêmica (HWU et al., 2003; MEHTA 
et al., 2003). A fotemustina é uma cloroetilnitrosuréia lipossolúvel com alta 
penetração no SNC, no entanto, este fármaco apresenta uma elevada 
mielotoxicidade, trombocitopenia e neutropenia (MEHTA et al., 2003). Independente 
do agente quimioterápico, a duração de resposta em geral varia apenas de 4 a 6 
meses. Outros compostos mais novos, como os taxanos, não apresentam atividade 
satisfatória (SEEGENSCHMIEDT, KEILHOZ, ALTENDORF-HOFMANN, 1999).  
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A poliquimioterapia (combinação de 2 a 4 fármacos) geralmente resulta 
em aumento da resposta, que varia entre 30% a 50%. As combinações são 
freqüentemente baseadas na dacarbazina associada à cisplatina, vinblastina e/ou 
carmustina ou fotemustina. Todavia, vários estudos não conseguiram demonstrar 
vantagens definitivamente convincente da terapia combinada em relação a 
monoterapia (DELPRETE, MAURER, O’DONNEL, 1984; CHAKRABARTY & 
GEISSE, 2004). 
A imunoterapia também representa uma alternativa de tratamento. 
Recentemente vários trabalhos mostram que agentes sintéticos que modificam a 
resposta imune, bem como os próprios agentes imunológicos, testados em 
pacientes com melanoma, apresentaram uma resposta de 15% a 20% melhor do 
que a quimioterapia (CHAKRABARTY & GEISSE, 2004; RIKER et al., 2005). 
Protocolos associando a quimioterapia e a imunoterapia, de forma 
seqüencial ou concomitante, registraram resposta objetiva superiores ao observado 
quando estas modalidades são utilizadas isoladamente, situando-se em patamares 
acima de 50%, em relação à monoterapia, no entanto, sem aumento significativo do 
tempo médio de vida do paciente (LEGHA, RING, ETON, 1998). 
O papel da radioterapia no tratamento do melanoma é limitado e tem 
relação direta com a dose empregada e com a extensão e localização do tumor. Sua 
maior indicação é para o tratamento paliativo de metástases sintomáticas em ossos, 
cérebro (ANG et al., 1998. SEHN et al., 2000). 
Considerando as diversas opções de tratamento para o melanoma 
maligno, a resposta terapêutica ainda permanece indefinida, sendo assim, o 
entendimento dos mecanismos moleculares de morte das células de melanoma e a 
investigação de novos alvos farmacológicos se faz necessário. Trabalhos recentes 
mostram que o principal problema associado ao tratamento não responsivo do 
melanoma é o desenvolvimento de mecanismos de resistência ao tratamento. 
 Alternativas promissoras no tratamento antitumoral pode ser a 
descoberta de novas terapias que promovam a manipulação da via apoptótica como 
tentativa de impedir desenvolvimento de metástases, desequilibrio do balanço 
antioxidante principalmente através da depleção da GSH e/ou através da geração de 
espécies reativas, depleção do potencial energético, além da inibição das moléculas 
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de adesão o que impede o desenvvimento de metástases.  Assim, o entendimento 
da sinalização intracelular, que conduz a apoptose, é de fundamental importância 
para o esclarecimento dos possíveis alvos para intervenção terapêutica e para 
elucidação dos mecanismos de resistência aos fármacos. 
Estudos in vitro e in vivo são de fundamental importância para o melhor 
entendimento do comportamento biológico dessa neoplasia e para o 
desenvolvimento de novos métodos terapêuticos. A cultura de células e a utilização 
de animais de experimentação são modelos experimentais vantajosos para testar 
um grande número de fármacos e selecionar compostos específicos com ação sobre 
este tipo de tumor (KREUTZ, 1992). 
Existem diversos modelos experimentais de melanoma, os quais 
envolvem diversas linhagens celulares e distintos animais de experimentação, 
apresentando desfechos biológicos variados. 
A linhagem celular selecionada para o presente trabalho foi a variante F10 
do melanoma murino B16. O cultivo desta linhagem celular em laboratório apresenta 
rápido crescimento e é facilmente transplantada in vivo, com alta capacidade de 
disseminação metastática. 
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1.2 APOPTOSE - IMPORTANTE ESTRATÉGIA PARA O TRATAMENTO 
QUIMIOTERÁPICO 
Os processos de morte celular podem ser classificados de acordo com 
suas características morfológicas e bioquímicas em: apoptose, autofagia, necrose, 
mitose catastrófica e envelhecimento (DEGTEREV & YUAN, 2008; LOOS & 
ENGELBRECHT, 2009). Alterações na coordenação desses tipos de morte celular 
estão implicadas na tumorigênese (RICCI & ZONG, 2006). 
A necrose caracteriza-se pela perda da integridade da membrana 
plasmática (permeabilidade), levando a liberação dos constituintes intracelulares 
para o meio extracelular estimulando a resposta inflamatória e ampliando a lesão 
tecidual (PATEL, 2000; PAROLIN, 2001). Os restos celulares permanecem por 
longos períodos antes de serem removidos pelas células inflamatórias, o que pode 
causar injúria e até morte de células vizinhas. Nestas condições um grande número 
de células é afetado e, devido ao desencadeamento do processo inflamatório, 
ocorrem alterações irreversíveis nos tecidos ou órgãos (CURTIN et al., 2002).  
Durante o processo de necrose também ocorrem alterações da função 
mitocondrial com depleção completa dos níveis de ATP, o que interfere na função da 
bomba de Na+ e K+ e consequentemente resulta na tumefação celular, devido ao 
aumento de Na+ citosólico. Da mesma maneira, ocorre um desequilíbrio no 
metabolismo do Ca2+, pois as bombas de efluxo de cálcio também necessitam de 
ATP. A concentração de Ca2+ citoplasmático aumenta o que resulta na ativação de 
fosfolipases e proteases com a produção de espécies reativas de oxigênio (EROs). 
As EROs por sua vez, induzem a ruptura da membrana plasmática, a ativação de 
proteases, o extravasamento do conteúdo celular e a sinalização para migração de 
macrófagos, ativando a resposta inflamatória (McCONKEY, 1998). 
Assim como a necrose, a mitose catastrófica é um processo passivo; 
porém, alguns estudos sugerem que ela também pode apresentar uma regulação 
genética (CASTEDO et al., 2004). A mitose catastrófica envolve uma mitose 
aberrante, resultando em uma segregação cromossômica errônea. Geralmente, não 
é considerada uma forma de morte, mas sim uma sinalização irreversível para a 
morte (WEAVER & CLEVELAND, 2005). 
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A senescência é um processo metabólico ativo essencial para o 
envelhecimento. Ocorre por meio de uma programação genética que envolve 
deterioração dos telômeros e ativação de genes supressores tumorais. As células 
que entram em senescência perdem a capacidade proliferativa após um 
determinado número de divisões celulares (LUM et al., 2005; DIMRI, 2005). 
Estudos têm mostrado que a morte celular programada nem sempre 
precisa ocorrer pelo modo apoptótico clássico, e que a expressão molecular e 
morfológica de morte celular depende de quais caminhos específicos são engajados 
ou inibidos (BASS et al., 2009). Lee e Baehrecke (2001) realizaram um importante 
estudo sobre morte celular progamada em Drosophila. Baseados em uma ampla 
revisão na literatura, tais autores definiram três tipos de morte celular programada. O 
primeiro tipo, a apoptose é encontrada em células que morrem isoladamente e que 
exibem condensação do núcleo e citoplasma, seguida por fragmentação e 
fagocitose por células que degradam o conteúdo celular. O segundo tipo, conhecido 
como autofagia, é observado quando grupos de células ou tecidos inteiros são 
destruídos. Estas células contêm vacúolos autofágicos no citoplasma que funcionam 
na degradação dos componentes celulares (BASS et al., 2009). O terceiro tipo foi 
denominado morte não lisossômica, é a menos comum e é caracterizada por 
inchamento de cavidades com bordas membranosas seguidas por degeneração sem 
atividade lisossômica (LEE & BAEHRECKE, 2001). 
Autofagia é um processo adaptativo conservado evolutivamente e 
controlado geneticamente. Ela ocorre em resposta a um estresse metabólico que 
resulta na degradação de componentes celulares, sem ocorrer à fragmentação do 
DNA, típico do processo apoptótico (DEGTEREV & YUAN, 2008; BASS et al., 2009). 
Durante a autofagia, porções do citoplasma são encapsuladas por membrana, 
originando estruturas denominadas autofagossomos. Estes irão se fusionar com os 
lisossomos, e posteriormente, o conteúdo dos autofagossomos será degradado 
pelas hidrolases lisossomais (OKADA & MAK, 2004). 
A relevância fisiológica da autofagia na progressão e formação do tumor 
ainda é controversa, parece que ela desempenha um importante papel no 
prolongamento da vida das células tumorais que estão frequentemente expostas a 
um estresse metabólico, no entanto uma função supressora do tumor também tem 
sido sugerida (BASS et al., 2009). Embora a autofagia possa ser uma importante 
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estratégia terapêutica no tratamento do câncer, ainda é necessário aprimorar as 
técnicas de identificação e clarear a relevância patofisiológica deste processo (TING, 
et al., 2008). 
A apoptose, fenômeno de morte celular programada (Figura 4), que 
ocorre individualmente, pois a morte de uma célula não leva à morte de outras 
células, é considerada a forma fisiológica de morte celular. Fenômeno que se 
caracteriza pela remoção de células lesadas, senescentes ou não funcionais, sem 
alteração do microambiente celular (KERR, 1972; PATEL, 2000; TING et al., 2008). 
 
Figura 4. Mecanismos de morte celular: apoptose. 
Fonte: Adaptado do Catálogo BioAgency 2004-05, Cap. 9 - Apoptose e Inflamação. Disponível em: 
http://www.bioagency.com.br/informacao/default.asp. Acesso em 22 de dezembro de 2006. 
 
Além da sua função fisiológica a apoptose desempenha importante papel 
nas doenças autoimunes, hepatites, carcinogênese, lesões por álcool e drogas de 
abuso e fármacos, rejeição de transplantes e no tratamento quimioterápico (KERR, 
1972; PATEL, 2000).  
A apoptose é definida como um processo ativo, cuja marca registrada é a 
autodigestão controlada dos constituintes celulares, devido a ativação de proteases 
endógenas (PATEL, 2000). A ativação das proteases compromete a integridade do 
citoesqueleto celular, em resposta ocorre uma contração do volume citoplasmático, 
a membrana celular forma bolhas alterando o posicionamento dos seus lipídeos 
constituintes, isto é a fosfatidilserina que habitualmente encontra-se no lado interno 
da membrana expõe-se para o lado externo, atuando como um sinalizador para o 
processo de fagocitose (WYLLIE, 1985; COMPTON, 1992; PAROLIN, 2001).  
No processo de apoptose ocorrem alterações características no núcleo 
celular devido à ativação de endonucleases que degradam o DNA, desta forma o 
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núcleo torna-se picnótico a cromatina condensa-se, o núcleo entra em colapso e 
fragmenta-se. As bolhas formadas no citoplasma celular separam-se em fragmentos 
circundados por membrana, contendo partes do núcleo e organelas intactas, 
resultando na formação dos corpos apoptóticos, os quais são fagocitados pelos 
macrófagos teciduais e células adjacentes (THOMPSON, 1998; EDINGER & 
THOMPSON, 2004). 
O processo de apoptose pode ser deflagrado por estímulos externos por 
meio da ativação de receptores específicos presentes na superfície celular 
caracterizando a via extrínseca ou via receptor de morte celular, ou pelo estresse 
intracelular caracterizando a via intrínseca ou mitocondrial (Figura 5) (EDINGER & 
THOMPSON, 2004). 
A apoptose iniciada pela via extrínseca requer a ativação de receptores 
de morte presentes na membrana citoplasmática, tais como Fas, também chamado 
de CD95 ou Apo1 e TNF-R1, o qual pertence a superfamília de receptores para o 
fator de necrose tumoral (TNF). A apoptose iniciada por esta via culmina na ativação 
da pró-caspase 8. 
Todos os receptores de morte identificados como pertencentes à 
superfamília do TNF localizam-se na membrana citoplasmática e apresentam em 
comum um domínio extracelular rico em cisteína e uma região intracelular altamente 
conservada contendo aproximadamente 80 aminoácidos conhecido como domínio 
de morte essencial para iniciar a apoptose pela via extrínseca (ÖZÖREN & EL-
DEIRY, 2003). 
Quando o ligante-Fas acopla-se ao receptor Fas, as moléculas individuais 
do receptor se trimerizam agregando as cadeias protéicas da morte o que permite a 
ligação a uma proteína citoplasmática chamada de cadeia de morte associada ao 
Fas (FADD). O FADD tem dois domínios distintos, um capaz de interagir com o 
domínio de morte presente no Fas (DD) e outro capaz de ligar-se a pró-caspase 8, 
conhecido como domínio efetor da morte (DED). O DED presente no FADD é 
essencial para sinalização da apoptose (ÖZÖREN & EL-DEIRY, 2003).  
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Figura 5. As duas principais vias apoptóticas. Na via mitocondrial o estresse celular induz a 
translocação de membros da família Bcl-2 pró-apoptóticos do citosol para a mitocôndria, onde 
induzem a saída do citocromo c. O citocromo c no citosol promove a ativação do Apaf-1 e da pró-
caspase 9, formando o apoptossoma, o qual ativa a pró-caspase 3, induzindo à apoptose. O 
citocromo c e o Smac/DIABLO são liberados da mitocôndria após estímulos apoptóticos. Enquanto o 
citocromo c ativa o Apaf-1, o Smac/DIABLO inibe a ligação das caspases as IAPs (Proteínas 
Inibidoras da Apoptose). A segunda via é dependente do receptor. A ativação da pró-caspase 8 pela 
ligação ao receptor de morte está ilustrada. O Fas-ligante (FasL) asocia-se a FAAD na região 
intracelular. Este complexo ativa a pró-caspase 8. A caspase-8 ativada pode ativar diretamente a 
procaspase-3 ou clivar a proteína pró-apoptótica Bid, a qual subseqüentemente induz a saída do 
citocromo c. 
Fonte: Adaptado de HENGARTNER, 2000. 
 
A ligação da pró-caspase 8 a este  complexo, conhecido como complexo 
de indução da sinalização da morte (DISC), resulta na sua ativação por clivagem 
proteolítica (PAROLIN & REASON, 2001; GHOBRIAL et al., 2005). A caspase 8, 
uma vez ativada, dá inicio a uma cascata de clivagens ativando diretamente a 
caspase 3, conhecida como caspase efetora, resultando em apoptose. A caspase 8 
ativada pode também promover a clivagem de uma proteína citoplasmática pró-
apoptótica, conhecida como BID, que migra para a mitocôndria levando a liberação 
Bid ativa 
Citocromo c 
Substratos apoptóticos 
Apoptossoma 
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do citocromo c, dando início a apoptose pela via mitocondrial  ou via intrínseca 
(ÖZÖREN & EL-DEIRY, 2003).  
Além dos receptores de morte, a apoptose pode também ser deflagrada 
por sinais de estresse intracelular que resultam em disfunção mitocondrial.  O 
mecanismo característico da via mitocondrial ou intrínseca da apoptose é a 
translocação de proteínas pró-apoptóticas do citoplasma celular para a mitocôndria, 
que resulta na alteração da permeabilidade da membrana mitocondrial e 
consequentemente na liberação do citocromo c presente no espaço existente entre a 
membrana externa e a interna.  
O citocromo c quando liberado da mitocôndria associa-se a duas 
proteínas presentes no citoplasma celular, o fator ativador da apoptose 1 (Apaf-1) e 
a pró-caspase 9 para formar o apoptossoma, que na presença de ATP ativa caspase 
9 que por sua vez ativa as caspases 3 e 7 que executam o processo de apoptose 
(PAROLIN & REASON, 2001; BRAS et al., 2005). 
A caspase 3 por sua vez pode amplificar a cascata de proteólise pela 
ativação da caspase 8 e pela clivagem da proteína anti-apoptótica Bcl-2 que, 
normalmente, garante a integridade da membrana mitocondrial (PHILCHENKOV, 
2004), mantendo o poro de transição de permeabilidade mitocondrial fechado, 
assegurando a sobrevivência celular. Diferentes estímulos podem culminar na 
abertura do poro de permeabilidade mitocondrial, resultando na morte celular pela 
ativação das caspases (DEGTEREV & YUAN, 2008).  
A família Bcl-2 é a chave tanto na regulação da apoptose quanto na 
resistência ao tratamento quimioterápico. A família Bcl-2 inclui membros pró-
apoptóticos tais como, Bax, Bak, Bad, Bcl-Xs, Bid, Bik, Bim e Hrk e moléculas anti-
apoptóticas como Bcl-2, Bcl-Cl, Bcl-W, Bfl-1 e Mcl-1 (GHOBRIAL, et al., 2005). As 
moléculas anti-apoptóticas bloqueiam a apoptose impedindo a liberação do 
citocromo c enquanto, as pró-apoptóticas são promotoras da apoptose. Estes efeitos 
são dependentes de um estreito equilíbrio entre a ativação e a síntese de Bcl-2 anti 
e pró-apoptóticas, pois os membros desta família estão intimamente envolvidos na 
regulação do processo apoptótico. 
Diversos estudos sugerem diferentes mecanismos de ação da família Bcl-
2 (REED, 1999; ANTONSSON & MARTINOU, 2000), os quais são: formação de um 
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poro na membrana mitocondrial que permite a liberação do citocromo c e de outras 
proteínas presentes no espaço intermembranas, ativando assim o processo de 
apoptose; regulação direta da via das caspases; regulação dos canais iônicos; 
modulação da homeostasia mitocondrial. 
Entre as proteínas Bcl-2 que podem ser ativadas iniciando o processo 
apoptótico encontra-se a proteína pró-apoptótica BID. Esta proteína está presente 
no citoplasma celular na forma inativa. A ativação da BID é induzida pela ativação da 
caspase 8 pelo Fas em que a proteína é clivada por esta caspase e transloca-se 
para a membrana mitocondrial e liga-se a Bax. A Bax é outra proteína pró-
apoptótica. Este complexo protéico forma um poro na membrana mitocondrial que 
promove a liberação do citocromo c e outras proteínas anti e pró-apoptóticas como o 
SMAC Diablo e o AIF (fator indutor da apoptose). O SMAC Diablo atua inibindo as 
proteínas inibidoras da apoptose presentes no citoplasma celular. Desta forma 
quando ocorre a liberação do citocromo c e conseqüente formação do apoptossoma 
a caspase 3 é ativada efetuando o processo apoptótico (GOTTLIEB, 2000; CORY & 
ADAMS, 2002).  
A Bax pode produzir heterodímeros com a Bcl-2 antiapoptótica (Bax/Bcl-
2) ou homodímeros (Bax/Bax), desta forma quando a Bax forma heterodímeros com 
a Bcl-2 a morte celular é suprimida, por outro lado, quando ocorre a formação do 
homodímero Bax/Bax a apoptose é promovida (GOTTLIEB, 2000; VERMEULEN et 
al., 2003).  
No entanto, como discutido anteriormente, as proteínas da família Bcl-2 
também apresentam uma importante função anti-apoptótica, que é regulada por 
multi-sítios de fosforilação envolvendo interações entre várias proteínas da família. 
Níveis elevados de proteínas desta família (Bcl-2 e Bcl-X) bloqueiam a apoptose 
(VERMEULEN et al., 2003). A proteína Bcl-2 está localizada na membrana 
mitocondrial externa das células e dentre suas atuações está o bloqueio da liberação 
do citocromo c pela mitocôndria, após o estímulo apoptogênico, por impedir a 
formação de poros na membrana mitocondrial. Esta ação impede, portanto, a 
ativação das caspases (COULTAS & STRASSER, 2003). 
A via Bcl2 é controlada por proteínas pró e anti apoptóticas, como já 
mencionado, e por diversas proteínas citoplasmáticas, entre elas encontram-se as 
IAPs (proteínas inibidoras da apoptose). Das proteínas citoplasmáticas com 
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atividade anti-apoptótica pode-se destacar a XIAP que atua inibindo a ativação das 
caspases e a cFLIP, que age inibindo a ativação do domínio de morte do receptor de 
morte Fas (PHICHENKOV, 2004; SHIOZAKI & SHI, 2004). 
A XIAP liga-se ao sítio ativo das caspases efetoras 3 e 7 prevenindo a 
ligação da caspase com seu substrato. Por outro lado, a XIAP também pode ser 
inibida pela proteína SMAC/Diablo, quando isso ocorre a cascata das caspases é 
efetivada e consequentemente o processo apoptótico (SHIOZAKI & SHI, 2004). O 
cFLIP, por sua vez, apresenta estrutura semelhante a pró-caspase 8  ligando-se 
assim ao DED do FADD impedindo a formação do DISC e consequentemente a 
ativação das caspase 8 e 3 (COULTAS & STRASSER, 2003; PHICHENKOV, 2004). 
Neste sentido ressalta-se a importância da descoberta de novos compostos capazes 
de regular o processo apoptótico nas estratégias de tratamento quimioterápico. 
 33 
1.3 POTENCIAL ENERGÉTICO E REDOX  
 
As mitocôndrias têm um papel central no metabolismo energético. Geram 
80% a 90% do ATP necessário para respiração e sobrevivência celular por 
fosforilação oxidativa, regulam o fluxo de cálcio e têm um importante papel na 
integração de estímulos pró e anti-apoptóticos, conforme descrito anteriormente 
(DIAS & BAILLY, 2005). 
Falhas ou danos mitocondriais podem levar rapidamente à inibição da 
sobrevivência e da proliferação celular. Fármacos que comprometem a integridade 
estrutural e funcional da mitocôndria podem prover novas oportunidades para 
combater a proliferação de células neoplásicas. Locais específicos na mitocôndria 
podem ser alvos moleculares, tais como: a cadeia respiratória, o DNA mitocondrial, 
os canais de potássio, a família de proteínas Bcl-2 e os poros de transição da 
permeabilidade (DIAS & BAILLY, 2005). 
Como a mitocôndria é o principal local a consumir oxigênio na célula, 
torna-se o sítio principal de geração de espécies reativas de oxigênio (EROs) 
(LASH, 2006). O desequilíbrio entre a produção de espécies reativas de oxigênio e 
de nitrogênio e o sistema de defesa antioxidante endógeno é o fator predominante 
para causar uma série de mudanças fisiológicas que caracterizam o estresse 
oxidativo, o qual pode culminar em morte celular (McCONKEY, 1998; ALLEN & 
TRESINI, 2000). 
Enquanto um elevado ou moderado nível de estresse oxidativo é 
potencialmente citotóxico e bloqueia a proliferação, por induzir células à apoptose e 
até à necrose, um baixo nível de estresse pode estimular a divisão celular e o 
crescimento tumoral (DREHER & JUNOD, 1996). 
O estímulo carcinogênico pode estar relacionado ao desequilíbrio redox 
intracelular, como conseqüência do acúmulo de espécies reativas que ocorrem 
devido a injúrias endógenas e exógenas (VALKO et al., 2006). Não obstante, a 
persistência do estresse oxidativo em células tumorais pode ativar protooncogenes e 
fatores de transcrição; levar a uma instabilidade genômica e a uma resistência à 
quimioterapia e à radioterapia; provocar invasão celular e metástase (NAVARRO et 
al., 1999).   
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Para minimizar os efeitos deletérios associados à constante formação de 
EROs, oriundas da presença e da utilização do oxigênio nas células e nos tecidos, 
os organismos aeróbicos foram dotados, ao longo do tempo evolutivo, de distintas 
defesas antioxidantes enzimáticas e não enzimáticas. Dentre as defesas 
enzimáticas destacam-se as enzimas catalase, superóxido dismutase, glutationa 
redutase (GR), glutationa peroxidase (GPx) e o conjunto das glutationas S-
transferases (GSTs) (Figura 6). As glutationas S-transferases, embora não atuem 
diretamente contra os radicais livres, são importantes na defesa celular, pois estão 
associadas a biotransformação de xenobióticos, como herbicidas, inseticidas e 
agentes carcinogênicos. Estas enzimas catalisam a reação de conjugação da 
glutationa na forma reduzida (GSH) com estes compostos, aumentando a 
solubilidade e facilitando a excreção. 
Uma das defesas antioxidantes intracelulares mais importantes é a GSH, 
um tripeptídeo, -glutamilcisteinilglicina, principal tiol não protéico, de baixo peso 
molecular, presente em todas as células aeróbicas. A GSH é sintetizada 
intracelularmente pela ação de duas enzimas citosólicas. A gama-glutamilcisteína 
sintetase (-GCS), que utiliza o glutamato (Glu) e cisteína (Cis) como substratos, 
forma o dipeptídeo -GluCis, que passa a ser combinado à glicina (Gli), numa reação 
catalisada pela glutationa sintetase (GSH sintetase), para gerar GSH. O ATP é um 
co-substrato para ambas as enzimas. Após sua síntese, a GSH é liberada para 
outros compartimentos intracelulares, incluindo mitocôndria, retículo endoplasmático 
e espaço extracelular para utilização por outras células e tecidos (BALLATORI et al., 
2005). 
Após a exposição ao agente tóxico, a GSH é oxidada a GSSG, através da 
reação catalisada pela glutationa peroxidase (GPx). A recuperação da GSH é feita 
pela enzima glutationa redutase (GR), na presença de NADPH, constituindo um ciclo 
redox essencial para manutenção da integridade do sistema protetor celular (Figura 
6). Sob condições fisiológicas, a GR mantém mais de 98% da glutationa intracelular 
na forma reduzida (WANG & BALLATORI, 1998). 
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Figura 6. Defesas antioxidantes 
Fonte: Adaptado de Chance et al., 1979 e Pryor, 1986. 
 
A perda de glutationa citoplasmática é um evento característico de morte 
celular por apoptose, interferindo na capacidade redox da célula, tornando-a 
intolerante à presença de agentes oxidantes (SLATER et al., 1995). Vários estudos 
relacionam a incidência de câncer com uma série de desordens nas funções 
enzimáticas, as quais estão ligadas à glutationa (PASTORE et al., 2003).  
A glutationa, além de estar envolvida na manutenção do balanço redox 
intracelular e das defesas contra o estresse oxidativo, está diretamente ligada com a 
capacidade metastática das células de melanoma (FRANK et al., 2001; BENLLOCH 
et al., 2005). Altas concentrações de glutationa presentes nestas células podem 
suprimir a apoptose mediada pelos agentes antitumorais (UMANSKY et al., 2000), 
pois o conteúdo intracelular de glutationa está inversamente proporcional a 
capacidade do agente quimioterápico induzir a apoptose (CEN et al., 2002).  
Biroccio e colaboradores (2002), relataram que a apoptose é estimulada 
pela depleção de glutationa. Neste contexto, estes autores demonstraram que o 
estímulo apoptogênico não está diretamente relacionado ao estresse oxidativo, mas 
que a inibição da extrusão de glutationa da célula é importante para prevenir a 
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apoptose. Esses autores mostraram também que a liberação do citocromo c, pela 
mitocôndria, está relacionada com a depleção de glutationa.  
Adicionalmente, foi relatado que a depleção de glutationa e a inibição da 
-glutamil-cisteina sintase aumentam o efeito citotóxico de agentes quimioterápicos 
como a 1,3 bis (2-cloroetil)-1-nitrosourea, cisplatina e mefalan (o que inibe a síntese 
de DNA ou o crescimento das linhagens de células de melanoma in vitro), bem como 
prolongam a sobrevivência de camundongos infectados com melanoma (CEN et al., 
2002). 
O conteúdo intracelular de glutationa é um parâmetro importante para a 
progressão de metástases, o que contribui muito para sobrevivência das células com 
alto poder metastático (ORTEGA et al., 2003). Além disso, altas concentrações do 
tripeptídeo estão diretamente associadas com a capacidade dos tumores malignos 
em desenvolver o mecanismo de resistência a múltiplos fármacos (BENLLOCH et 
al., 2005). 
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1.4 MOLÉCULAS DE ADESÃO CELULAR 
 
O termo adesão celular descreve todas as formas de comunicação celular 
que ocorre devido ao contato direto entre as células ou entre as células e a matriz 
extracelular. A adesão seja entre uma célula e outra ou entre uma célula a matriz 
extracelular é fundamental para diversos processos biológicos (Figura 7), tais como 
desenvolvimento, diferenciação, transdução de sinais, resposta imunológica, 
manutenção da estrutura tecidual, metástases tumorais e cicatrização de ferimentos 
(WAGNER & WYSS, 1994). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7. Moléculas de adesão celular. 
Fonte: Disponível em: <www.sci.sdsu.edu/...Exam_keys/image5.jpg> Acesso em 13 de outubro de 
2004.  
 
O melanoma cutâneo é um dos tumores humanos mais analisados, em 
termos de expressão de moléculas de adesão celular (HART et al., 1991; NESBIT & 
HERLIN, 1994). O grande número de estudos é justificado pelo fácil acesso às 
lesões melanocíticas e ao estudo histopatológico, o qual define os estágios do 
melanoma e a progressão tumoral (CLARK et al., 1984; GUERRY et al., 1993). 
Integrinas 
Integrinas 
VCAM 
Caderinas 
Tecido 
Vasos 
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A progressão tumoral de muitos cânceres, incluindo melanoma maligno, 
com conseqüente formação de metástases, pode ser causada pela desorganização 
da atividade das moléculas de adesão (JOHNSON, 1996).  
A base molecular da adesão celular foi dentificada a mais de vinte anos, e 
nessa época também foram descritas as primeiras moléculas envolvidas no 
processo de adesão celular (WAGNER & WYSS, 1994). Duas classes distintas de 
moléculas de adesão célula-célula (CAMs) operam na maioria dos animais 
multicelulares, uma dependente e outra independente de cálcio e as moléculas 
dependentes de cálcio parecem ser primariamente responsáveis pela adesão celular 
que confere especificidade tecidual em estágios embrionários iniciais (WAGNER & 
WYSS, 1994). 
As moléculas de adesão celular (CAMs) são moléculas de superfície que 
intermediam a adesão entre duas células de um mesmo tipo e entre células de 
origens teciduais diferentes. Muitos tipos de moléculas podem ser mediadores da 
adesão celular, mas a maioria faz parte da família das integrinas, das caderinas e da 
superfamília das imunoglobulinas (CHOTIA & JONES, 1997). 
As integrinas formam uma classe de moléculas de adesão 
estruturalmente similares. São heterodímeros constituídos de subunidades α e β. As 
subunidades individuais α podem formar receptores funcionais com várias 
subunidades β diferentes entre si, e vice-versa, permitindo uma grande variedade de 
ligações célula-célula e célula-matriz (HYNES, 1992; HAASS et al., 2005).  
As moléculas da superfície celular, que são as moléculas de adesão 
intracelular (ICAM-1 e ICAM-2), as moléculas de adesão da mucosa (MadCAM-1), 
as moléculas de adesão vascular celular (VCAM-1) e as proteínas contidas na matriz 
extracelular (vitronectina, fibrinogênio, fibronectina e o iC3b do sistema 
complemento) são os ligantes preferenciais das integrinas (SPRINGER, 1994). 
As caderinas constituem uma família de moléculas de adesão 
dependentes de cálcio. As primeiras caderinas que foram descobertas foram 
nomeadas de acordo com o tecido em que foram encontradas. Assim sendo, são 
classificadas em caderinas E (epitelial), P (placental) e N (neural). Estão expressas 
nas células que formam tecidos sólidos (JOHNSON, 1996). Na ausência de cálcio as 
caderinas sofrem alterações conformacionais e são degradadas por enzimas 
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proteolíticas (KOCH et al., 1999). A perda da adesão, mediada pela E-caderina entre 
as células de melanoma e os queratinócitos, deixa as células de melanoma livres da 
regulação estrutural e funcional dos queratinócitos e resulta em aumento da 
motilidade, aumento da proliferação e do potencial invasivo das células de 
melanoma (McGARY et al., 2002). 
A molécula de adesão intercelular 1 (ICAM-1) e a molécula de adesão 
vascular 1 (VCAM-1) fazem parte da superfamília das imunoglobulinas. Estas têm 
participação significativa no prognóstico do melanoma, considerando a maior 
expressão da ICAM-1 em lesões malignas do que em lesões benignas. A expressão 
de ICAM-1 em melanomas primários tem relevância clínica, pois pacientes em 
estágio 1, com tumores e ICAM positivo, possuem prognóstico desfavorável e curto 
período de vida (NATALI et al., 1997). A VCAM-1 é uma molécula de adesão celular 
vascular, que também está expressa no endotélio de peles normais em mínimas 
quantidades e em maior quantidade em melanoma maligno. É uma receptora para 
algumas integrinas, e facilita a adesão do melanoma ao endotélio vascular 
(HOLZMANN et al., 1998). 
As moléculas de adesão celular não agem isoladamente. Pelo contrário, a 
função de adesão de uma molécula é modulada pela atividade de outra molécula de 
adesão. Assim, a modulação dessas moléculas é uma alternativa relevante no 
tratamento de tumores malignos, como o melanoma metastático. 
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1.5 NOVAS ALTERNATIVAS PARA O TRATAMENTO ANTITUMORAL  
Com o propósito de alcançar resultados mais eficazes com os tratamentos 
antitumorais, o meio científico tem intensificado os estudos farmacológicos com 
compostos extraídos de plantas, bem como derivados sintéticos dos compostos 
naturais. Dentre estes, destacam-se os flavonóides os quais estão comumente 
presentes em várias plantas.  
Os flavonóides constituem um grupo de pigmentos vegetais de ampla 
distribuição na natureza. Mais de 4200 flavonóides são conhecidos, os quais são 
agrupados em diferentes classes de acordo com suas características químicas e 
biossintéticas (ZUANAZZI, 2000). Estes compostos apresentam várias atividades 
farmacológicas importantes, dentre elas podemos destacar anticarcinogênica, 
antialérgica, antiulcerogênica, antiviral (ZUANAZZI, 2000). Muitos estudos têm 
demonstrado que os flavonóides são potentes inibidores de enzimas-chaves, que 
realizam a transdução de sinais celulares; inibem várias quinases, como a proteína 
C quinase (PCK), tirosina quinases ou lipídio quinases (AGULLO et al., 1997); 
afetam várias vias metabólicas, como a glicolítica, pela ativação de enzimas ou pela 
síntese de proteínas (LEE et al., 1994); promovem interrupção do ciclo celular nas 
fases G0/G1 ou G2/M, dependendo da sua estrutura e do modelo celular (LEPLEY 
et al., 1996; LEPLEY & PELLING, 1997); interagem nos locais de ligação do 
estrogênio tipo II; regulam o crescimento de células mamárias (SCAMBIA et al., 
1993); e induzem a apoptose em diferentes linhagens celulares  (KUNTZ et al., 
1999; WANG et al., 2000). 
A respeito da atividade antitumoral dos flavonóides podemos destacar o 
trabalho realizado por Iwashita e colaboradores (2000). Eles demonstraram que os 
flavonóides do tipo isoliquiritigenina e buteina inibiram a proliferação celular e 
induziram a apoptose em linhagens celulares de melanoma B16F10. Nas células 
tratadas com estes compostos ocorreu a condensação do núcleo e a fragmentação 
do DNA nuclear (IWASHITA et al., 2000), demonstrando assim que a morte celular 
induzida por estes compostos ocorreu através da via apoptótica. 
Takahashi e colaboradores (2006), também demonstraram efeitos 
farmacológicos importantes do flavonóide isoliquiritigenina, este promoveu 
supressão da via ciclooxigenase (COX-2), tanto quanto a indução da apoptose em 
linhagens de células de adenocarcinoma de colon. 
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Além dos flavonóides existem outras moléculas obtidas do metabolismo 
secundário das plantas que são utilizadas como aditivos farmacêuticos e 
alimentícios. Estas podem também ser utilizadas na química fina como protótipos 
para a síntese de derivados. Neste contexto destaca-se o ácido gálico. 
O ácido gálico é um fenol de ocorrência natural nas plantas, obtido 
através da hidrólise dos taninos. Consiste em uma estrutura fenólica trihidroxilada 
que possui várias atividades farmacológicas (INOUE et al., 1995), as quais estão 
sendo amplamente investigadas.  
Em sua função ácida, o ácido 3,4,5-triidróxi benzóico (nome químico do 
ácido gálico) permite a introdução dos mais variados substituintes, possibilitando, 
desta forma, a obtenção de inúmeros análogos ésteres com os mais distintos efeitos 
farmacológicos. 
Os derivados do ácido gálico são amplamente utilizados na indústria 
alimentícia, como antioxidantes e na indústria de cosméticos e farmacêutica. Alguns 
estudos demonstram que estes compostos apresentam potentes atividades 
terapêuticas incluindo propriedades anticarcinogênica, antimicrobiana, anti-viral além 
de uma potente atividade antioxidante, atuando como sequestradores de espécies 
reativas de oxigênio (EROs) (OW & STUPANS, 2003; SAVI et al., 2005).  
Estudos realizados por Kawada e colaboradores (2001), mostraram que o 
ácido gálico é capaz de induzir apoptose em linhagens celulares de câncer de 
pulmão humano. A associação de ácido gálico com cisplatina apresentou um 
aumento na apoptose das células tumorais quando comparado com o tratamento de 
cisplatina sozinha. Estes dados sugerem que a combinação do ácido gálico com 
outros fármacos antitumorais poderia ser efetiva em protocolos de tratamento do 
câncer de pulmão (KAWADA et al., 2001).  
Sakaguchi e colaboradores (1999), demonstraram que derivados do ácido 
gálico apresentaram maior citotoxicidade do que o ácido gálico em algumas 
linhagens de células cancerosas, com uma IC50 que variou entre 2,9 a 114,4 M, 
estas concentrações foram muito menores que a IC50 do ácido gálico. O ácido gálico 
parece inibir a proliferação celular em cultura de células de tumor metastático como 
a P815 (mastócito murino), B16 (melanoma murino) e L5178 (linfoma murino), com 
ICs50 de 6,5; 8,0 e 3,6 M respectivamente (OHNO, INOUE, OGIHARA, 2001). Estes 
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estudos demonstram uma possível aplicação do ácido gálico e ou de seus derivados 
no tratamento do câncer, especialmente no tratamento dos cânceres resistentes a 
fármacos antitumorais que vêm sendo utilizados na clínica (OHNO et al., 1999). 
Alguns pesquisadores associam a citotoxicidade destes compostos 
fenólicos com atividade pró-oxidativa, a qual pode acelerar o dano ao DNA, 
proteínas e carboidratos (GOMES et al., 2003). No entanto, esta atividade pró-
oxidante ainda não está totalmente esclarecida (SERGEDIENE et al., 1999).  
Alterações químicas na molécula do ácido gálico podem modificar suas 
propriedades farmacocinéticas e farmacodinâmicas, pois alteram a solubilidade, o 
coeficiente de partição (log de P) e o grau de ionização. Leal (2004), esterificou a 
função ácida do ácido gálico com alcoóis alifáticos e obteve 14 derivados n-alquil-
ésteres. Estes derivados diferem apenas no número de carbonos da cadeia alifática 
lateral e isto lhes atribui diferentes características físico-químicas, principalmente de 
lipofilicidade, avaliada pelo valor  Log P (Tabela 1 e Figura 8). 
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Figura 8. Estrutura química do ácido gálico, onde R é igual a OH 
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TABELA 1. ESTRUTURA QUIMICA E VALORES DE C log P DOS N-ALQUIL-
GALTOS ESTUDADOS 
Número Compostos Radical (R) C log P 
0 Ácido gálico -OH 0,89 
1 Metil galato -CH3 0,92 
2 Etil galato -(CH2)-CH3 1,27 
3 Propil galato -(CH2)2-CH3 1,73 
4 Butil galato -(CH2)3-CH3 2,13 
5 Pentil galato -(CH2)4-CH3 2,53 
6 Hexil galato -(CH2)5-CH3 2,92 
7 Heptil galato -(CH2)6-CH3 2,32 
8 Octil galato -(CH2)7-CH3 3,72 
10 Decil galato -(CH2)9-CH3 4,51 
11 Undecil galato -(CH2)10-CH3 4,90 
12 Dodecil galato -(CH2)11-CH3 5,30 
14 Tetradecil galato -(CH2)13-CH3 6,09 
16 Hexadecil galato -(CH2)15-CH3 6,89 
18 Octadecil galato -(CH2)17-CH3 7,68 
 
O Log P é uma das principais propriedades físico-químicas de uma 
determinada substância, pois expressa a lipossolubilidade relativa. Assim, quanto 
maior o valor de Log P, maior é a lipossolubilidade de um determinado composto 
químico e, consequentemente, maior é a sua interação com biomembranas. 
Através de seu trabalho, Leal (2004), observou que os compostos com 
Log P entre 2,9 e 4,5 apresentaram uma atividade antifúngica in vitro mais efetiva, 
demonstrando a influência da hidrofobicidade nesta atividade biológica. Entretanto, 
foi possível observar que os compostos mais ativos não são os mais lipofílicos, 
demonstrando que há uma faixa ideal de Log P para um efeito fungicida mais 
efetivo. 
Com base no estudo mencionado acima, nosso grupo iniciou o estudo de 
algumas atividades biológicas destas moléculas sintéticas em colaboração com os 
Professores Rosendo A. Yunes e Ricardo J. Nunes do Departamento de química da 
UFSC, os quais as sintetizaram. Inicialmente foi avaliada a atividade antioxidante em 
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que os derivados testados mostraram ser seqüestradores de ácido hipocloroso e 
inibidores da atividade da mieloperoxidase (ROSSO et al., 2006). Estes derivados 
apresentaram também ação protetora contra a peroxidação lipídica induzida pelo 
radical ascorbil e pelo peroxinitrito (ROSSO, 2005).  
Além da demonstração da atividade biológica relatada acima, nosso 
grupo também demonstrou que estes compostos apresentaram baixa toxicidade in 
vitro, uma vez que, quando incubados com fatias de fígado de ratos e/ou com 
linhagem de células não tumorais, que consiste de fibroblastos de rim de macaco 
(células VERO), os mesmos não foram citotóxicos em concentrações muito 
superiores as que apresentaram efeito antioxidante (SAVI et al., 2005). 
Outros pesquisadores também demonstraram que o ácido gálico, 
molécula precursora dos demais compostos estudados neste trabalho, não 
apresentou citotoxicidade em linfócitos humanos nas concentrações de até 4,17 mM 
(YANG et al., 2001), bem como em estudos de toxicidade in vivo, o mesmo não 
apresentou efeito tóxico quando administrado em até 120 mg/Kg/dia em ratos (VAN 
DER HEIJDEN; JANSSEN, 1986). 
No entanto, quando o ácido gálico e o lauril galato foram incubados com 
células tumorais mostraram importante efeito citotóxico em linhagens leucêmicas, de 
câncer de pulmão, mama e adenocarcinoma (INOUE et al., 1995; GOMES et al., 
2003; FIUZA et al., 2004). 
Com base nestes achados, nosso grupo iniciou o estudo da atividade 
antitumoral dos derivados do ácido gálico, focando maior interesse nos compostos 
que não estão disponíveis comercialmente. Deste modo estamos demonstrando 
neste trabalho a atividade antitumoral do ácido gálico e derivados em duas linhagens 
de células tumorais murinas, L1210 (linhagem de leucemia linfóide aguda) e B16F10 
(linhagem de melanoma), bem como possíveis efeitos sobre o processo de  
metástases in vivo. Escolhemos estas duas linhagens tumorais, pois estes tipos de 
tumores não respondem satisfatoriamente ao tratamento quimioterápico disponível, 
além do que, a linhagem B16F10 é uma linhagem de alto poder metastático. 
 45 
 
2. OBJETIVOS 
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2.1 OBJETIVO GERAL 
 
Investigar os efeitos antitumorais e toxicológicos do ácido gálico e n-alquil 
ésteres em modelos in vitro e in vivo. 
 
2.1.1 Objetivos Específicos 
Avaliar o efeito citotóxico do ácido gálico e n-alquil ésteres (moléculas 
com 8, 10, 12 e 14 carbonos na cadeia lateral) na linhagem de células linfoblásticas 
leucêmicas L1210 e CEM e células de melanoma B16F10, bem como identificar a 
via de morte celular induzida por estes compostos; 
Avaliar a influência da lipofilicidade na atividade antitumoral in vitro; 
Investigar o efeito do ácido gálico e n-alquil ésteres sobre a síntese e 
concentrações intracelulares de glutationa, os efeitos pró-oxidantes e de liberação 
de espécies reativas intracelulares; 
Avaliar a influência do ácido gálico e n-alquil ésteres sobre as 
concentrações de ATP das células de melanoma B16F10; 
Verificar o efeito do ácido gálico e n-alquil ésteres na ativação do NF-B; 
Avaliar o potencial antimetastático e verificar a sobrevida; 
Avaliar a toxicidade hepática e renal do tetradecil galato; 
Avaliar os efeitos oxidativos da administração in vivo do tetradecil galato; 
Verificar a concentração de glutationa após administração do tetradecil 
galato. 
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3. RESULTADOS 
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3.1 ARTIGOS CIENTÍFICOS 
 
Os resultados que fazem parte desta tese estão apresentados sob a 
forma de artigos científicos, os quais se encontram aqui organizados. Os itens 
Materiais e Métodos, Resultados, Discussão dos Resultados e Referências, 
encontram-se nos próprios artigos. Os artigos estão dispostos da mesma forma que 
foram publicados na edição das revistas científicas (Artigo 1 e 2), ou na forma na 
qual foram submetidos (Artigo 3). 
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3.1.1  ESTUDOS IN VITRO 
 
3.1.1.1 Efeito Antitumoral do Ácido Gálico e n-alquil Ésteres em diferentes linhagens 
celulares 
3.1.1.2 Artigo 1 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ester derivatives of gallic acid with potential toxicity toward L1210 
leukemia cells 
 
Locatelli C., Rosso R., Santos-Silva M.C., de Souza C.A., Licínio M.A., 
Leal P., Bazzo M.l., Yunes R.A., Creczynski-Pasa T.B. 
 
Bioorganic & Medicinal Chemistry, 16:3791-3799, 2008 
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3.1.1.3 Artigo 2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gallic acid ester derivatives induce apoptosis and cell adhesion 
inhibition in melanoma cells: The relationship between free radical 
generation, glutathione depletion and cell death 
  
 
Locatelli C., Leal P.C., Yunes R.A., Nunes R.J., Creczynski-Pase T.B. 
 
 
Chemico Biological Interaction, 2009 
doi:10.1016/j.cbi.2009.06.019     
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3.1.2 ESTUDOS IN VIVO 
 
3.1.2.1 Efeito Antimetastático e inibição da expressão de moléculas de adesão do 
tetradecil galato. 
 
3.1.2.2 Artigo 3 
 
 
 
 
 
Antimetastatic potential and low systemic toxicity of tetradecyl 
gallate, a gallic acid derivate 
 
Locatelli C., Carvalho D.R., Mascarello A., Yunes R.A., Nunes R. J., 
Pilatti C., Creczynski-Pasa T.B. 
  
Submetido para European Journal of Pharmaceutical Science 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 71 
 
 
 
 
 
 72 
 
 
 
 
 
 73 
 
 74 
 
 
 
 75 
 
 76 
 
 
 
 
 
 77 
 
 
 
 
 78 
 
 
 79 
 
 80 
 
 81 
 
 
 
 82 
 
 
 
 
 
 
 
 
 83 
 
 84 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 85 
 
 
 
 
 
 
 
 86 
 
 87 
 
 88 
 
 
 
 
 89 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 90 
 
 91 
 
 
 92 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 93 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 94 
 
 95 
 
 96 
 
 97 
 
 
 
 
 
 
 98 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 99 
 
 100 
 
 101 
 
 
 102 
 
 103 
 
 
4. DISCUSSÃO 
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Apesar dos avanços na compreensão dos mecanismos tumorais o 
tratamento dos cânceres continua sendo um desafio para o meio científico, 
principalmente porque a quimioterapia convencional está freqüentemente associada 
ao fenômeno de desenvolvimento de resistência a múliplos fármacos e a grande 
toxicidade, o que limita a eficiência terapêutica (LESZCZYNIECKA et al., 2001). 
Nos últimos anos, estudos com compostos naturais e/ou compostos 
sintéticos de origem natural tem sido intensificados. Podemos destacar os fármacos 
antitumorais de origem natural como a camptotencina, taxol, vincristina e 
vimblastina, os quais são alguns dos respresentantes mais importantes deste grupo 
de medicamentos antitumorais. Associado aos estudos com compostos de origem 
natural com ação terapêutica, estudos epidemiológicos sugerem que o consumo de 
uma dieta rica em frutas e vegetais reduz o risco de incidência de cânceres 
(SEERAM et al., 2005). 
Alguns trabalhos mostram os efeitos antioxidante, antifúngico e 
antitumoral do ácido gálico e seus ésteres metil, propil, octil e lauril galato. No 
entanto, estes trabalhos não elucidam o mecanismo de ação antitumoral das 
moléculas, além do que o efeito antitumoral está direcionado principalmente aos 
estudos das leucemias crônicas e ao tumor de mama, não apresentando relatos do 
seu efeito nas leucemias agudas e melanoma.  
Nossos trabalhos (artigos 1 e 2) mostram que os ésteres do ácido gálico 
que apresentam maior efeito antitumoral tanto em leucemia aguda quanto em 
melanoma são os derivados que contém entre 8 e 14 carbonos na cadeia lateral. 
Verifica-se assim, que existe uma faixa de hidrofobicidade ideal para esta atividade, 
a qual está diretamente relacionada com as modificações químicas proporcionadas 
na molécula de ácido gálico, o que modifica suas propriedades farmacocinéticas e 
farmacodinâmicas, alterando sua afinidade por alvos celulares e a difusão através 
das membranas lipídicas. A hidrofobicidade das moléculas estudadas é avaliada 
pelo valor de Log P (Artigo 1). O Log P é uma das principais propriedades físico-
químicas de uma determinada molécula com potencial atividade medicinal, pois 
expressa sua lipossolubilidade relativa e, portanto auxilia na elucidação do 
mecanismo de ação. 
Estas características físico-químicas explicam o efeito citotóxico distinto 
dos derivados do ácido gálico aqui analisados, além do que estes resultados 
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corroboram com os encontrados por Sabki e colaboradores (2000), e Lu e 
colaboradores (2006), que demonstraram que o ácido gálico foi capaz de induzir 
apoptose em células de leucemia promielocítica HL-60 e que o derivado do ácido 
gálico com cadeia carbônica na mesma faixa de Log P que obtivemos (lauril galato), 
teve esta capacidade aumentada, além de que o lauril galato mostra melhor efeito 
antioxidante quando comparado ao ácido gálico.  
Outra característica química que podemos salientar é que derivados do 
ácido gálico com alterações da função química éster para amida, bem como a 
metilação dos grupos hidroxilas ao redor do anel não apresentam efeito antitumoral 
(resultados não mostrados nos artigos), resultados semelhantes foram demostrados 
por Sabki e colaboradores (2000), com o laurilamida galato. As estruturas químicas 
dos galatos modificados sem ação citotóxica podem ser visualizadas na figura 9. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9. Estrutura química dos galatos sem ação citotóxica. 
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Adicionalmente, Serrano e colaboradores (1998), demonstraram que o 
lauril galato apresenta um efeito citotóxico 40 vezes maior que o ácido gálico em 
linhagens tumorais, o que provavelmente está relacionado com a melhor interação 
dos compostos mais lipofílicos com a membrana celular e/ou maior interação com 
enzimas chaves para sua ação, uma vez que o potencial inibitório in vitro para 
proteína quinase purificada foi 10 vezes maior que do ácido gálico (LÁZARO et al., 
1995). Portanto, o efeito citotóxico mostrado nos artigos 1 e 2 em linhagens 
celulares de leucemia linfóide aguda L1210 e CEM e de melanoma B16F10, está 
diretamente relacionado com a estrutura específica do galato e sua afinidade pela 
membrana lipídica. 
Embora vários trabalhos mostrem que o ácido gálico e seus ésteres octil e 
lauril galato apresentem efeito citotóxico sobre várias linhagens tumorais, o 
mecanismo de ação dos mesmos ainda não está esclarecido. Nossos resultados 
(artigos 1 e 2), mostraram que a morte das células tumorais ocorre pela via 
apoptótica. Resultados importantes uma vez que, as células tumorais de melanoma 
apresentam uma grande resistência a morte por apoptose, fenômeno que está 
relacionado com a alta concentração de glutationa presente nestas células e com o 
alto potencial metastático do tumor.  
Nossos resultados mostraram que tanto nas linhagens de leucemia 
linfóide aguda quanto de melanoma ocorre à fragmentação do DNA, caracterizando 
assim a morte por apoptose. A degradação do DNA durante a apoptose é regulada e 
inicia com a formação de fragmentos maiores, de 300 a 500 kilobases 
(OBERHAMMER et al., 1993; WALKER et al., 1999). Quando a endonuclease ataca 
as regiões de ligação entre as duas fitas de DNA, ocorre a clivagem 
internucleossomal, que resulta na formação de fragmentos de 180 a 200 pares de 
base e seus múltiplos. Na eletroforese em gel de agarose, corada com brometo de 
etídio, estes fragmentos apresentam um padrão de bandas característico quando 
visualizadas em luz UV (Figuras 4 e 2, artigos 1 e 2 respectivamente). 
 A base dos estudos com substâncias antitumorais está direcionada a 
compostos capazes de promover a apoptose (ISUZUGAWA et al., 2001). Além, da 
visualização da apoptose através da fragmentação do DNA mostrada nos artigos 1 e 
2, também observamos esta através do método de fluorescência com laranja de 
acridina e brometo de etídio (Figura 2, artigo 2).  
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Outro fator que contribuiu para reforçar a hipótese de morte celular por 
apoptose foram as alterações nas concentrações intracelulares de ATP (Figura 5, 
artigo 2) observadas nas células de melanoma B16F10. Esta alteração é explicada 
pelo fato de que durante o processo de apoptose é necessário um aumento inicial 
nas concentrações de ATP para formação do apoptossoma e após o rompimento da 
mitocondria uma depleção nestas concentrações resultando na morte celular 
(SKULACHEV, 2006). 
Alguns trabalhos reportam que a indução da apoptose pelo ácido gálico e 
por seus ésteres propil, octil e lauril galato está relacionada com o aumento da 
produção do radical peróxido intracelular ou alterações no potencial de membrana 
mitocondrial. Estes fenômenos podem estar relacionados com a superprodução de 
espécies reativas de oxigênio e com o aumento intracelular de cálcio. Tais 
processos culminam na liberação do citocromo c pela mitocôndria e ativação da 
caspase 9 (INOUE et al., 1995; INOUE et al., 2000; ISUZUGAWA et al., 2001). O 
octil e lauril galato, além das alterações citadas também parecem agir inibindo as 
proteínas tirosinas quinases, além de ativar as proteínas da família Bcl-2 pró-
apoptóticas (SERRANO et al., 1998; ROY et al., 2000). 
As mitocôndrias possuem um duplo papel, atuando tanto no metabolismo 
energético quanto na morte celular (REGULA et al., 2003). Diversos compostos 
podem afetar a bioenergética mitocondrial, o que significa um grande risco para a 
sobrevivência celular. Estas substâncias podem provocar alterações na 
permeabilidade da membrana mitocondrial interna e/ou na velocidade de transporte 
de elétrons, através da cadeia respiratória.  
Além das alterações nas concentrações intracelulares de ATP, as quais 
modificam o potencial mitocondrial induzindo a apoptose, outro fator que pode estar 
relacionado com a morte induzida por estes compostos é a depleção nas 
concentrações de glutationa intracelular. Nossos resultados mostram que o ácido 
gálico e seus ésteres depletam as concentrações de glutationa total citosólica e 
mitocondrial em ambas as linhagens celulares L1210 e B16F10, sendo a depleção 
citosólica mais acentuada na linhagem de leucemia linfóide aguda L1210, do que na 
linhagem de melanoma B16F10. No entanto, a glutationa mitocondrial foi depletada 
similarmente nas duas linhagens celulares, mostrando assim que a morte pode estar 
relacionada com alterações da função mitocondrial. Os resultados do artigo 2 (tabela 
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1) também mostram que os derivados do ácido gálico são capazes de depletar o 
conteúdo de glutationa reduzida e levar um aumento da glutationa oxidada, uma vez 
que, a relação glutationa reduzida/glutationa oxidada está diminuída. Através destes 
resultados pode-se inferir que os galatos são capazes de induzir um estresse 
oxidativo, o qual foi comprovado através da determinação por microscopia de 
fluorescência das espécies reativas (Figura 3 artigo 2). 
As células tumorais tendem a exibir altas concentrações de glutationa 
intracelular, possivelmente como uma resposta adaptativa ao metabolismo 
acelerado e as elevadas concentrações de espécies reativas de oxigênio (BATIST et 
al., 1996). Por sua vez, as células de melanoma B16-F10 também possuem uma 
alta concentração de glutationa intracelular, e esta particularidade está relacionada à 
resistência dessas células à quimioterapia e à radioterapia. Assim, a depleção de 
glutationa tem sido descrita como uma potencial estratégia para a sensibilização das 
células tumorais (BENLLOCH et al., 2005).  
Recentemente, tem-se associado alterações na concentração de 
glutationa mitocondrial com a ativação das vias sinalizadoras e com a expressão de 
genes que regulam a apoptose, o crescimento e a diferenciação celular (ZAMZAMI 
et al., 1996; FILOMENI, 2002). A glutationa mitocondrial tem um papel fundamental 
no controle da geração de espécies reativas de oxigênio e na modulação da morte 
celular por várias vias (GARCIA-RUIZ & FERNANDEZ-CHECA, 2006). Alterações 
nas concentrações de GSH e no estado redox da mitocôndria associam-se com o 
estresse oxidativo induzido por vários agentes oxidantes (McKERNAN et al., 1991; 
BRODIE & REED, 1992). 
Ao observarmos os resultados referentes às concentrações de glutationa 
mitocondrial (Figuras 6 e Tabela 1, artigo 1 e 2 respectivamente) verificamos que os 
compostos que promovem maior depleção são também os que produzem maiores 
quantidades de espécies reativas (Figura 3, artigo 2), analisada através de 
microscopia de fluorescência. Quando incubamos estes compostos associados a 
dois importantes antioxidantes, SOD e Trolox® (análogo da vitamina E 
hidrossolúvel) verifica-se que a produção de espécies reativas é diminuída 
significativamente, bem como a morte celular, principalmente com o Trolox®. Níveis 
elevados ou moderados de espécies reativas de oxigênio (EROs) são 
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potencialmente citotóxicos e bloqueiam a proliferação celular, por induzirem a morte 
por apoptose e até por necrose (DREHER & JUNOD, 1996). 
Vários compostos naturais podem induzir a morte celular por apoptose, 
em células tumorais, por aumentar a produção de espécies reativas 
intramitocondriais, seguida pela formação de poros na mitocôndria, tornando-a 
permeável, ocasionando a liberação de citocromo c (LEE et al., 2001).  
A vitamina E inibe a peroxidação lipídica através do seqüestro de radicais 
peroxil lipídicos (LO2•−); adicionalmente reage com o radical hidroxil (•OH), com o 
radical peroxil (RO2•), com o radical superóxido (O2•−); provavelmente, reage com o 
radical hidroperoxil (HO2•) (HALLIWEL, 2000); tem um efeito protetor no organismo, 
resultado da inibição dos radicais livres, e reduz também a citotoxicidade de alguns 
agentes antitumorais (GREENBERG et al., 1994; SYLVESTER, 2007). Através dos 
resultados mostrados, podemos inferir que a associação de SOD ou de Trolox®, 
com ácido gálico e seus ésteres, diminuiram a toxicidade para as células de 
melanoma B16-F10, evidenciando a característica pró-oxidante destas moléculas, 
neste contexto. 
O fator de transcrição nuclear NF-B apresenta um papel dúbio tanto em 
células normais quanto em células tumorais, pois quando é ativado, migra para o 
núcleo promovendo a transcrição tanto de proteínas anti quanto pró-apoptóticas. O 
NF-B é ativado em condições pró-oxidantes (MEYSKENS et al., 1999), sendo 
assim, podemos inferir que a indução do NF-B promovida pelos ésteres do ácido 
gálico, principalmente o octil galato (Figuras 7 e 7, artigos 1 e 2 respectivamente), 
está diretamente ligada a produção de espécies reativas por estes compostos. O 
efeito citotóxico dos galatos pode assim, estar associado às propriedades pró-
oxidantes dos compostos fenólicos (GOMES et al., 2003). 
Kashami-Sabet e colaboradores (2004) propõem que o NF-B apresenta um 
papel central na metástase dos melanomas humanos, favorecendo a expressão das 
moléculas de adesão ICAM-1 e VCAM-1, o que facilitaria a progressão vascular 
destas células, entretanto, outros pesquisadores mostram a importância da ativação 
do NF-B para a ação antitumoral de alguns fármacos, destacando-se a 
doxorubicina (BIAN et al., 2001). A ativação do NF-B apresenta uma relação com o 
aumento da morte celular induzida por alguns fármacos, a qual pode estar ligada a 
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ativação do receptor de morte celular Fas, bem como ao aumento de espécies 
reativas induzida por estes agentes (WANG et al., 1998; BIAN et al., 2001). 
RYAN e colaboradores (2000), também relataram que a indução da 
apoptose mediada pelo p53 requer a ativação do NF-B. Sendo assim, pela análise 
dos resultados mostrados (Figuras 7 dos artigos 1 e 2 ) pode-se sugerir que o ácido 
gálico e seus ésteres induzem a morte celular por apoptose via produção de 
espécies reativas, as quais possibilitam a ativação do NF-B, o que provavelmente 
resulte no aumento da expressão de proteínas pró-apoptóticas (Bax, Bad, entre 
outras).  
No entanto, alguns pesquisadores propõem que os derivados do ácido 
gálico com mais de 8 carbonos não conseguem entrar na célula (TAMELA et al., 
2004), mas sim exercem sua atividade via receptores presentes na membrana 
celular, pode-se sugerir que a ativação do NF-B, bem como a indução da morte 
pode estar relacionada com a ligação destes compostos ao receptor de morte celular 
Fas.  
A ativação do receptor de morte bem como, a indução de espécies 
reativas, viria ao encontro da proposta sugerida por Isuzugawa e colaboradores 
(2001). Estes autores relatam que o aumento de ROS inibe a bomba Ca2+ ATP-
dependente e estimulam a liberação dos estoques de Ca2+ via mensageiros 
intracelulares IP3, sendo assim, o aumento de Ca2+ promoveria a ativação das 
caspases induzindo a apoptose. 
Os resultados das figuras 3, 6 e 7 do artigo 2 mostra que possivelmente o 
mecanismo de indução de morte dos galatos é diferente. A morte celular induzida 
pelo galato 8 pode estar relacionada com a geração de espécies reativas, os galatos 
10 e 12 com a ativação do NF-B enquanto, o galato 14 com a inibição da adesão 
celular. Estes diferentes mecanismos de indução de morte podem ter uma relação 
direta com a hidrofobicidade dos compostos. Estudos realizados por Dodo e 
colaboradores (2008), mostram que a hidrofobicidade da cadeia lateral de derivados 
do ácido gálico é importante para atividade antiproliferativa e ainda que a cadeia 
lateral pode contribuir para melhorar a permeabilidade da membrana celular, bem 
como facilitar a interação com moléculas alvo.  
 111 
Nossos resultados mostram (Figura 1, artigo 2) que possivelmente o 
melhor efeito citotóxico encontrado nas células de melanoma com o galato 14 está 
relacionado com capacidade da molécula de inibir a adesão celular. Estes dados são 
importantes uma vez que estudos mostram que pacientes com melanoma que 
apresentam moléculas de adesão sérica têm maior resistêcia ao tratamento 
quimioterápico, portanto estas moléculas podem ser um possível alvo terapêutico 
(JOHNSON, 1999). 
A habilidade das neoplasias malignas de produzirem metástase em 
órgãos distantes ao do tumor primário (origem) é um evento clínico de ocorrência 
letal em muitas doenças neoplásicas (DORA et al., 2006). Os principais sítios de 
invasão dos tumores metastáticos são o pulmão e o fígado. Um importante modelo 
experimental para avaliar o potencial antimetastático de novos compostos é a 
administração direta em camundongos de células tumorais na circulação.  
Uma vez que o melanoma é um tumor altamente agressivo e com grande 
capacidade de metástase principalmente para o pulmão e os resultados nos ensaios 
in vitro mostram que o galato 14 apresenta grande capacidade de inbir a adesão 
celular decidimos testar este galato em modelo de metástase in vivo.  
No artigo 3 mostramos o modelo de metástase pulmonar desenvolvido 
através da inoculação intravenosa na veia caudal média de camundongos Swiss. A 
veia caudal média é um vaso tributário direto da veia cava inferior nos camundongos 
(COOK, 2005). Diversos trabalhos são encontrados na literatura relatando a 
utilização de células de melanoma murino B16F10 através dessa via de inoculação e 
o desenvolvimento exclusivo de metástase pulmonar (NETLAND & ZETTER, 1984; 
SONG et al., 1997; HYOUDOU et al., 2004; DORA et al., 2006).  
Os resultados do artigo 3 mostram que o galato 14 é capaz de inibir a 
adesão celular por diminuir a expressão das moléculas de adesão ICAM-1 e VCAM-
1, as quais são responsáveis pela migração e invasão das células tumorais em 
outros órgãos e tecidos. Alguns trabalhos mostram que a malignidade e a 
capacidade metastática do melanoma estão diretamente relacionadas com a maior 
expressão das moléculas de adesão ICAM-1 e VCAM-1 (WANG et al., 2004; YAO et 
al., 2007). Pacientes com expressão de moléculas de adesão ICAM-1 e VCAM-1 
apresentam menor sobrevida em relação aos pacientes que não expressam estas 
moléculas (HAAS et al., 2005).  
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Além de inibir a expressão das moléculas de adesão ICAM-1 e VCAM-1 o 
galato 14 mostrou ter um grande efeito antimetastático in vivo, bem como baixa 
toxicidade no modelo experimental utilizado. As células de melanoma B16F10 
apresentam um grande potencial metastático. Quando administradas por via 
parenteral através da veia da cauda de camundongos demonstram efetiva 
metástase pulmonar (POSTE et al., 1980). A potencial eficácia terapêutica do galato 
14 foi verificada pela sua capacidade de inibir a metástase pulmonar nos 
camundongos (Figuras 4, 7 e 8, artigo 3). Estes resultados são interessantes  uma 
vez que a principal causa de morte por melanoma é sua capacidade metastática o 
que dificulta o tratamento quimioterápico (STANFORD et al., 2008). O bloqueio de 
metástases nos tumores ajuda prolongar a vida de pacientes com câncer.  
Apenas 10% a 20% dos pacientes com melanoma metastático em 
tratamento com quimioterapia têm resposta satisfatória em geral de curta duração 
(EWEND, CAREY, BREM, 1996). Os tratamentos quimioterápicos disponíveis para o 
melanoma não apresentam aumento na expectativa de vida dos pacientes que em 
geral não passa de 8 meses. Os resultados obtidos com a sobrevida dos animais 
tratados com o galato 14 (artigo 3), mostram que este composto apresenta 
significativo aumento na sobrevida dos animais. Através destes dados pode-se 
inferir que o tratamento do melanoma metastático com o galato 14 apresentou 
resultados positivos expressando sua eficácia na atividade antitumoral e 
antimetastática in vitro (artigo 2) e in vivo (artigo 3). Outro fator importante no 
tratamento quimioterápico é a elevada toxicidade dos fármacos disponíveis no 
mercado, os quais apresentam em geral o desenvolvimento de mielosupressão, 
dano renal e hepático, além de náuseas e perda de peso, o que pode limitar a 
aplicação clinica de alguns compostos com ação antitumoral (BAI et al., 2009).  
Estudos toxicológicos mostram que o ácido gálico, bem como alguns de 
seus derivados não apresentam efeito tóxico quando administrado em roedores em 
doses que variam de 120 a 1000 mg/Kg diariamente (VAN der HEIJDEN & 
JANSSEN, 1986; LU et al., 2006). Os resultados de toxicidade renal e hepática, bem 
como os testes histológicos, mostrados nesta tese indicam que o galato 14 
apresenta baixa toxicidade quando administrado na dose de 122 mg/Kg de peso a 
cada três dias. Alterações como pelos arrepiados, caquexia, anorexia, alterações 
comportamentais ou morte por toxicidade não foi observada durante o período de 
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tratamento. A baixa toxicidade encontrada, e o bom potencial antitumoral do galato 
14 mostram que este composto pode ser uma estratégia terapêutica para novos 
estudos no tratamento do melanoma, uma vez que seu mecanismo de ação ainda 
não foi completamente esclarecido. Segundo os dados deste trabalho (artigo 2 e 3) 
três possíveis mecanismos podem estar envolvidos. Primeiro a indução da 
apoptose, segundo a promoção de um estresse oxidativo e terceiro a inibição da 
adesão celular o que dificulta o desenvolvimento de metástase.  
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5. CONCLUSÕES 
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O ácido gálico é uma molécula química obtida geralmente de taninos 
hidrolizáveis de plantas, apresenta uma estrutura relativamente simples, a qual é 
facilmente modificada principalmente através de esterificações no seu grupamento 
ácido. De acordo com os resultados obtidos podemos inferir o que segue: 
1. Dos derivados do ácido gálico estudados os que mostraram potencial 
antitumoral nas linhagens de leucemia linfóide aguda e de melanoma são os que 
apresentam entre 8 e 14 carbonos esterificados ao grupamento ácido do ácido 
gálico; 
2. A lipossollubilidade influencia na interação dos compostos com as 
células tumorais, sendo um importante fator para exercer a atividade antitumoral; 
3. Todos os compostos que apresentam atividade antitumoral em ambas 
as linhagens celulares induzem a morte através da apoptose; 
4. Introdução de grupamentos metila nas hidroxilas presentes no anel da 
molécula de ácido gálico ou seus ésteres, bem como substituição da função éster 
pela função amida proporcionam a perda da atividade antitumoral; 
5. A atividade antitumoral parece estar relacionada à depleção de 
glutationa total citosólica e mitocondrial, a qual pode estar diretamente ligada com a 
indução de um estresse oxidativo produzido pelos compostos, uma vez que foi 
observada uma diminuição na relação GSH/GSSG com conseqüente aumento de 
glutationa oxidada nas células de melanoma; 
6. Os derivados do ácido gálico são capazes de promover uma inibição 
da síntese de glutationa evidenciado pela capacidade de inbir a atividade da -
glutamilcisteína sintetase nas células B16F10; 
7. Os compostos foram menos citotóxicos quando associados aos 
agentes antioxidantes, tornando notória a atividade pró-oxidante dos mesmos para 
as células de melanoma. Além disso, a produção de radicais livres intracelulares 
também foi verificada após o tratamento das células com os mesmos compostos; 
8. Os compostos depletaram as concentrações intracelulares de ATP, 
sugerindo que podem estar interferindo no potencial de membrana mitocondrial, 
diminuindo a respiração celular e, consequentemente, prejudicando a síntese de 
ATP; 
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9. Os compostos não apresentaram toxicidade às células não tumorais 
nas concentrações efetivas in vitro; 
10. A atividade antitumoral dos compostos com 8, 10 e 12 carbonos na 
cadeia lateral pode estar relacionada com a capacidade destes em produzir 
espécies reativas e a indução da ativação do NF-B; 
11. Através dos dados obtidos in vitro evidenciamos uma inibição da 
adesão celular, a qual também pode contribuir para a atividade antitumoral destes 
compostos, bem como pode estar relacionada a um potencial antimetastático; 
12. Os resultados in vivo e in vitro obtidos com o galato 14 mostram que 
este composto é capaz de inibir a adesão celular, bem como promover uma 
atividade antimetastática; 
13. Através das análises bioquímicas e histológicas verificamos que o 
galato 14 apresentou uma baixa toxicidade nos ensaios realizados com o modelo 
experimental in vivo. 
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6. PERSPECTIVAS 
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Uma vez que, os tratamentos antitumorais disponíveis até o momento não 
apresentam grande efetividade no tratamento das leucemias agudas e do 
melanoma, além de serem altamente tóxicos e frequentemente não específicos, a 
pesquisa com novos compostos que sejam mais específicos e menos tóxicos pode 
contribuir para efetividade dos tratamentos antitumorais.  
Até o momento este trabalho proporcionou algumas conclusões 
pertinentes, e, ao mesmo tempo, as seguintes perspectivas promissoras de estudos 
relevantes: 
1. A disfunção mitocondrial, causada por esses compostos, pode ser 
investigada através da avaliação do potencial de membrana 
mitocondrial; 
2. Pode ser avaliado se a morte por apoptose ocorre pela via intrínseca 
ou extrínseca, através da determinação da liberação do citocromo c, da 
inibição das proteínas anti-apoptóticas da família Bcl-2, da ativação 
das proteínas pró-apoptóticas, bem como a determinação da ativação 
do receptor de morte celular Fas; 
3. Realizar estudos de toxicidade e potencial antimetastático para os 
demais galatos; 
4. Realizar estudos de incorporação dos compostos em sistemas 
particulados e as conseqências mecanísticas. 
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